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略号一覧 
CNN        Convolutional neural network 
           畳み込みニューラルネットワーク 
CryoEM     Cryo-electron microscopy 
           クライオ電子顕微鏡法 
FBDD       fragment-based drug discovery 
           フラグメント化合物を利用した創薬研究 
HSA    human serum albumin 
           ヒト血清アルブミン 
Kd        dissociation constant 
          解離定数 
MAD    multi-wavelength anomalous dispersion method 
           多波長異常分散法 
NMR        nuclear magnetic resonance 
           核磁気共鳴 
PDB    Protein Data Bank 
           プロテインデータバンク 
PIL    Python Image Library 
           パイソンイメージライブラリー 
SAD    simgle-wavelength anomalous dispersion method  
単波長異常分散法 
SBDD       structure-based drug design 
           タンパク質立体構造に基づく薬剤設計 
SPR    surface plasmon resonance 
           表面プラズモン共鳴 
SSD    single shot detector 
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           シングルショットディテクター 
TSA    thermal shift assay 
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3-2-3-1 DeepCentering を用いた HSA アポ結晶のスクリーニングおよび構造解析 




















   
 




   
 





















   
 



























   
 


















化がなされ[2]、その 4年後の 1934 年に Bernalと Hodgkinによってペプシン結晶か
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（FBDD）が新規薬剤候補化合物を開発する効果的な手法として急速に発展してき
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す。ニューラルネットワークは、入力層に処理の対象となるデータ（画像処理の場











を行う。損失関数には任意の関数を用いることができるが、一般に1/2 ∑ (𝑦𝑘 − 𝑡𝑘)𝑘
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センタリングの種類 手法/プログラム名 長所 短所
 回折の利用 ラスタースキャン 高精度 X線損傷、要長時間
画像処理 C3Dその他多数 無損傷 低精度、視認可能サイズのみ
追加装置の導入
蛍光やSHG
 (Second Harmonic Generation)の利用
高精度 要追加装置
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Figure 2-4 DeepCenteringによるセンタリングの流れ 
DeepCentering は以下の手順でセンタリングを実行する。 
① 自動サンプルチャンジャ―SPACE による回折計へのクライオループのマウント 








高倍率の 2 種類の倍率で行われる。 
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を用いて、ランダムに 418枚の多角形画像を作成しこれを CrystalDetector の教師





つ活発に開発が行われている、TensorFlow Object Detection API[33]を利用して
LoopDetector と CrystalDetector のためのニューラルネットワークを作成した。い
ずれのニューラルネットワークについても、学習のベースモデルには、You Only 
Look Once(YOLO)[34]、Faster R-CNN[35]、Single Shot Detector[36]などがよく利
用されるが、本研究では、検出速度が速い Single Shot Detector(SSD)を用いた。
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Figure 2-5 CrystalDetectorの教師データとして用いた画像の例 













   
 









2－2－5 自動構造解析パイプライン imaprocの開発 
回折強度測定の自動化だけでなく、位相付けや構造精密化の自動化も各放射光施

















   
 







③作成された MTZファイルに FreeR flag[42]と呼ばれる、構造精密化の際に必要な
処理を加える。 
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Figure 2-6 自動構造解析パイプライン imaprocの処理スキーム 
DeepCentering による自動測定に次いで、imaprocは以下のスキームで処理を行う。
①  回折強度測定が終了すると、自動的に KAMOが回折イメージデータを処理する。 
② imaproc が KAMOの出力である XDS_ASCII.HKLを検出し、dimpleを使用するため
のファイル変換等を行う。 
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なるように 50 mM 酢酸緩衝液(pH 4.6)に溶解した。結晶化はバッチ法を用いて行っ






強度測定を行った；振動範囲 180°、振動角 0.5°、露光時間 0.5 秒、波長 1 Å、カ
メラ長 150 mm この時の 1測定あたりの放射線量は 1.17 MGyであった。ここで用
いた Gyは、放射線の吸収エネルギーであり、1 Gyは放射線によって 1 kg の物質
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2-3-2 自動構造解析パイプラインによるリゾチームの構造解析 
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Table 2-2 自動センタリング(a)と手動センタリング(b)での構造解析統計値の比較 
表中の括弧内の数字は最外殻の値を示す。測定は以下の条件で行った。 
振動範囲 180°、振動角 0.5°、露光時間 0.5秒、波長 1 Å、カメラ長 150 mm  










Crystal No Resolution (Å) Completeness (%) Redundancy I / sig(I) Rmeas (%) Space group Unit Cell (Å) Rfactor (%) Rfree (%)
1 360 x 420 50.0 - 1.27 80.7 (32.2) 21.07 (2.64) 5.7 (23.8) P 43 21 2
a = b = 78.81
c = 37.15
28.9 29.9
2 480 x 520 50.0 - 1.27 80.3 (26.6) 15.39 (2.14) 7.1 (25.2) P 43 21 2
a = b = 79.01
c = 37.02
29.5 31.6
3 360 x 350 50.0 - 1.27 87.5 (37.9) 17.05 (2.44) 7.1 (19.4) P 43 21 2
a = b = 78.78
c = 37.02
27.9 28.8
4 280 x 400 50.0 - 1.27 88.4 (42.1) 20.19 (1.92) 5.6 (31.9) P 43 21 2
a = b = 78.55
c = 36.98
27.4 28.3
5 240 x 240 50.0 - 1.28 85.5 (41.8) 15.12 (1.79) 15.12 (1.79) P 43 21 2
a = b = 79.06
c = 36.92
27.3 29.5
6 120 x 200 50.0 - 1.36 96.3 (80.8) 19.00 (1.95) 6.5 (61.7) P 43 21 2
a = b = 78.50
c = 36.90
29.1 31.6
7 240 x 250 50.0 - 1.38 92.5 (65.5) 20.28 (1.60) 5.1 (75.8) P 43 21 2
a = b = 78.03
c = 37.23
27.9 28.8
8 55 x 255 50.0 - 1.60 99.9 (99.6) 12.65 (1.23) 12.1 (192.5) P 43 21 2
a = b = 78.72
c = 36.94
27.9 33.4
9 80 x 240 50.0 - 1.80 99.7 (98.3) 16.77 (1.91) 8.8 (116.2) P 43 21 2
a = b = 78.56
c = 37.03
26.8 28.8
10 40 x 80 50.0 - 1.38 98.4 (81.8) 18.84 (1.41) 5.6 (86.0) P 43 21 2
a = b = 78.72
c = 36.94
27.1 29.7
11 70 x 280 50.0 - 1.49 96.0 (79.3) 16.76 (1.54) 6.9 (107.9) P 43 21 2
a = b = 78.56
c = 37.03
28.1 29.5
12 60 x 270 50.0 - 1.54 99.9 (98.7) 15.40 (1.53) 9.5 (123.9) P 43 21 2
a = b = 78.78
c = 36.84
27.5 31.1
13 50 x 120 50.0 - 1.42 99.7 (98.2) 16.32 (1.68) 7.9 (80.0) P 43 21 2
a = b = 78.93
c = 36.38
28.2 30.1
14  180 x 150 50.0 - 1.38 98.3 (89.6) 24.77 (1.62) 3.9 (63.9) P 43 21 2
a = b = 79.07
c = 36.20
27.6 29.1
15 120 x 240 50.0 - 1.28 88.0 (43.9) 18.31 (2.30) 6.4 (30.4) P 43 21 2
a = b = 78.65
c = 37.03
27.3 29.2
   
 
 46  
 













Crystal No Resolution (Å) Completeness (%) Redundancy I / sig(I) Rmeas (%) Space group Unit Cell (Å) Rfactor (%) Rfree (%)
1 360 x 420 50.0 - 1.27 81.9 (35.6) 23.09 (3.24) 5.4 (22.0) P 43 21 2
a = b = 78.81
c = 37.15
28.9 29.9
2 480 x 520 50.0 - 1.27 80.7 (27.9) 25.14 (4.28) 4.4 (15.6) P 43 21 2
a = b = 79.01
c = 37.02
29.5 31.6
3 360 x 350 50.0 - 1.27 80.8 (28.1) 24.95 (4.08) 4.4 (16.3) P 43 21 2
a = b = 78.78
c = 37.02
27.9 28.8
4 280 x 400 50.0 - 1.27 89.4 (43.7) 21.82 (2.08) 5.2 (31.4) P 43 21 2
a = b = 78.55
c = 36.98
27.4 28.3
5 240 x 240 50.0 - 1.27 82.5 (31.3) 15.59 (2.20) 8.8 (29.5) P 43 21 2
a = b = 79.06
c = 36.92
27.3 29.5
6 120 x 200 50.0 - 1.35 85.2 (33.6) 31.14 (3.28) 3.6 (21.7) P 43 21 2
a = b = 78.50
c = 36.90
29.1 31.6
7 240 x 250 50.0 - 1.38 90.4 (60.1) 13.00 (1.05) 7.7 (96.4) P 43 21 2
a = b = 78.03
c = 37.23
27.9 28.8
8 55 x 255 50.0 - 1.68 99.9 (99.7) 15.20 (1.46) 9.7 (157.4) P 43 21 2
a = b = 78.72
c = 36.94
27.9 33.4
9 80 x 240 50.0 - 1.57 99.7 (98.1) 17.86 (1.92) 7.0 (105.5) P 43 21 2
a = b = 78.56
c = 37.03
26.8 28.8
10 40 x 80 50.0 - 1.41 97,6 (87,3) 18.62 (1.73) 6.0 (76.1) P 43 21 2
a = b = 78.78
c = 36.84
27.1 29.7
11 70 x 280 50.0 - 1.44 93.1 (66.3) 16.81 (1.26) 6.7 (120.6) P 43 21 2
a = b = 78.56
c = 37.03
28.1 29.5
12 60 x 270 50.0 - 1.52 100.0 (99.9) 14.87 (1.42) 8.1 (130.3) P 43 21 2
a = b = 78.78
c = 36.84
27.5 31.1
13 50 x 120 50.0 - 1.38 98.3 (90.2) 17.32 (1.58) 6.1 (61.4) P 43 21 2
a = b = 79.07
c = 36.20
28.2 30.1
14  180 x 150 50.0 - 1.28 90.0 (47.8) 24.50 (1.62) 4.1 (51.4) P 43 21 2
a = b = 78.56
c = 37.08
27.6 29.1
15 120 x 240 50.0 - 1.27 85.4 (33.6) 17.35 (1.66) 6.9 (42.0) P 43 21 2
a = b = 78.65
c = 37.03
27.3 29.2
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が可能になると期待される。そこで、本研究では HSA と Dalbavancin をはじめとす
る、種々の環状ペプチドの複合体構造解析を目指し、アポ結晶およびソーキング法に























   
 







燥 HSAを濃度が 100 mg/mLとなるように、50 mM potassium phosphate (pH 5.25) に
溶解した。凝集体を取り除くため、15,000 x g, 15 min、 4℃で遠心し、上清を結晶
化に用いた。リザーバーの溶液組成は、5 mM sodium azide、 38% (v/v) polyethylene 
glycol 400 であった。シッティングドロップによる蒸気拡散法[23]で結晶化を行っ
た。5 μLのタンパク質溶液と 5 μLの沈殿剤溶液を混合した。 混合溶液に対して、
予備実験で得られた微小結晶をシードとして用い、Seeding Tool(HAMPTON RESEARCH)
を使ってシーディングを行った。結晶化は 20 ℃で行った。結晶化後 1日以内に結晶




ーA(50 mM potassium phosphate (pH 7.0) and 150 mM NaCl)に溶解した。凝集体を
取り除くため、15,000 x g, 15min, 4℃で遠心した。その上清を、あらかじめバッフ
ァーAで平衡化した Superdex 200 10/300 カラムに添加し、精製した。結晶化のた
め、限外ろ過を繰り返して 50 mM NaCl (pH 7.0)のバッファーに置換するとともに、
100 mg/mL に濃縮した。共結晶化には Figure 3-1の環状ペプチドを用いた。各環状
ペプチド溶液の組成が、50 mM potassium phosphate (pH 7.0)、 150 mM NaCl 、20% 
(v/v) ジメチルスルホキシド、50 mM Dalbavancinとなるように調製した。共結晶化
は環状ペプチドと HSAのモル比が 4:1となるようにタンパク質溶液と Dalbavancin溶
液を混合し、4℃で 12 時間静置した。ただし、Ranreotide については、Ranreotide
と HSAのモル比が 1.5 : 1 になるように溶液を混合した。リザーバーの組成は、0.1 
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晶サイズは 10-30 µm の微結晶であった。 
 
3-2-3-1 DeepCentering を用いた HSA アポ結晶のスクリーニングおよび構造解析 
 




定を行う必要がある。そこで、DeepCentering および imaproc を用いて、実験の省力




Ⅹ線回折データは imaproc で自動構造解析を行った。imaproc 中で行われる位相付け
のサーチモデルには、既に構造解析がされている HSAの構造(PDB ID: 1AO6[27])を用
いた。 
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た。25 mM potassium phosphate (pH 5.25)、2.5 mM sodium azide, and 20% (v/v) 




液に polyethylene glycol 400が含まれているため、追加の抗凍結剤は添加せず、その
まま結晶を凍結した。Ⅹ線回折強度測定は DeepCenteringと imaprocを用いて、SPring-
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Figure 3-1 ソーキングおよび共結晶化に用いた環状ペプチド 








   
 






10-30 µm 程度であった。①DeepCentering の教師データとして用いた多角形画像は、
結晶サイズに換算するとそのすべてが 50 μm 以上であること、②微小結晶の検出の
ためには、検出に用いる画像解像度が低く、高い検出精度が見込めないことから、
DeepCentering の適用が難しいと考えられた。そのため、SPring-8 BL32XU[28]におい
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HSAのアポ結晶構造を 2.6 Å 分解能、共結晶で得た HSA-Dalbavancin 複合体結晶
から、複合体結晶構造を 2.8 Å で決定した。複合体結晶構造から、2分子の
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のポケットに挿入されていた(Figure 3-3)。ⅠAサブドメインは Val7、 Phe19、 
Val23、 Phe27、 Phe49、 Leu66、 Leu69、 Phe70、 および Leu251の疎水性アミ
ノ酸によって疎水性結合ポケットが形成されており(Figure 3-4(上段))、これによ
って Dalbavancin の炭化水素鎖がこのポケットに深く結合することを可能としてい








   
 
















体障害を起こすことなく Dalbavancin の HSAへの結合を可能としていた。これらの
構造変化による Dalbavancinの結合様式は induced-fit mechanism[34]であると考
えられる。アポ構造と複合体構造の 2つの構造を比較することで、初めて詳細な
Dalbavancin の HSAへの詳細な結合の議論が可能となった。 
 
 
   
 




Figure 3-3 化合物結合部位のアポ構造と複合体構造の比較 リボン図で示した。
ⅠA サブドメインの重ね合わせ（a, b）およびⅢBサブドメインの重ね合わせ（c, 
d）をそれぞれ示した。アポ構造をシアン、複合体構造をタンで示す。 
   
 






Figure 3-4 ⅠA(上段)およびⅢB（下段）サブドメインにおける HSAと Dalbavancin
の相互作用様式 
 
   
 




induced fit（1.5σ 2mFo-DFcマップ）(a) HAS-Dalbavancin複合体構造 化合物結
合部位近傍のループが Dalbavancin と相互作用していた。(b) アポ構造と
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3-4 結論 
 本章では、DeepCenteringと imaproc の応用例として、HSAアポ結晶及び HSAと
種々の環状ペプチドとの複合体結晶のスクリーニングを行った。DeepCenteringと
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残基の alternate conformation が低温構造よりも多く存在すること ②化合物結合
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サイズに相当する縦横 400 x 100 µmの紫外線透過窓を 100 µm 間隔で 40個持つ。こ
れらのフォトマスクは共同研究先の北海道大学渡慶次研究室にて作成した。鋳型の作
成では、フォトレジストをシリコンウェハー上に必要な厚みとなるように注ぎ（マイ
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Figure 4-2 結晶捕捉アレイの作製工程 
以下の手順で結晶捕捉アレイを作製した。 
①フォトレジスト（SU-8）を Si ウエハ上にスピンコートし厚みを調整する。 
② UVで露光し硬化させる。 
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Figure 4-3 結晶捕捉アレイを回折計へ取り付けるための治具 













   
 









まま結晶化実験に使用した。リゾチームを 50 mg/mLになるように 50 mM 酢酸緩衝
液(pH 4.6)に溶解した。結晶化にはバッチ法を用いた。100 µL リゾチーム溶液と
100 µL の 1.0 M 塩化ナトリウムをマイクロチューブ内で混合し、20℃で静置し
た。結晶化から数日後に 100 – 300 μmの結晶が析出した。化合物溶液には、リゾ
チームの結晶化溶液の組成にトシル酸の終濃度が 500 mMになるよう調製した。 
ソーマチン結晶については、以下の手順で試料調製を行った。ソーマチンを 0.1 
M N-(2-acetamido) iminodiacetic acid(ADA)に溶解し、溶液を 15000 x g で遠心
した。上清を回収し、ソーマチン濃度が 40 mg/mLとなるように ADA緩衝液で希釈し
た。結晶化はバッチ法を用いて行った。沈殿剤溶液には、0.1 M ADA緩衝液（pH 
6.5）、1.6 M 酒石酸カリウムナトリウム（和光純薬工業）、50 mM HEPES (pH 7.0)を
用いた。100 µLのタンパク質溶液と 100 µL沈殿剤溶液をマイクロチューブで混合
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ついても、操作は手作業のピペッティングにより行った。リゾチーム結晶について
は、トシル酸溶液を 4 µL 結晶捕捉アレイに導入し、ソーキングを行った。 
リゾチーム結晶、ソーマチン結晶のいずれについても、結晶捕捉アレイ中に捕捉
された結晶方位の確認のために、データ処理プログラムである XDSの指数付け結果





角は 0.5°で測定を行った。常温測定では、およそ 50 – 250 kGy 程度で結晶の回折
能が半減する[40]。この時の線量を D1/2と定義すると、本研究では 1結晶あたりの
線量が D1/2に近い値になるよう露光時間を設定した。本測定における結晶１個当た
りの Doseは約 130 kGyであった。得られた回折の処理及びデータマージは、自動処
理データ処理プログラム KAMO[41]を用いた。 Phaser[42]を用いて分子置換法で位
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Figure 4-4 結晶捕捉アレイによる結晶補足および化合物ソーキング 
(a)3分間の脱気 (b)リザーバー溶液の送液 (c) 結晶懸濁液の導入 (d)リザーバー
溶液の送液による流路内の洗浄 (e) 化合物溶液の導入によるソーキング 
   
 





用した。トリプシン濃度が 30 mg/mLになるように 25 mM HEPES (pH 7.0)及び 5 mM 
塩化カルシウムに溶解した。結晶化はシッティングドロップによる蒸気拡散法を用
いて、4℃で行った。リザーバー溶液の組成は、30 % (v/v) polyethylene glycol 
3350、0.2 M Lithium sulfate、0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)であった。結晶化から約
1週間後に 200 μm程度の結晶が析出した。化合物ソーキングには、 aniline, 
serotonin, 2-methyltryptamine, 4-bromobenzamidine, 5-chlorotryptamine, 5-
methoxytryptamine, 6-methoxytryptamine, benzamidine, 及び melatoninの 9種
類を用いた (Figure 4-5)。 aniline、4-bromobenzamidine、5- 
methoxytryptamine 及び 6-methoxytryptamine については、それぞれの化合物終濃
度が 50 mM になるようリザーバー溶液と 10-20 % Dimethyl sulfoxideを用いて化合
物溶液を調製した。 serotonin, 2-methyltryptamine, 4-bromobenzamidine, 5-
chlorotryptamine、 benzamidine, 及び melatoninについてはリザーバー溶液を用
いてそれぞれの化合物濃度が 50 mM になるように化合物溶液を調製した。 




後の結晶捕捉アレイに化合物溶液を 4 µL 導入し、ソーキングを行った。Ⅹ線回折強
度測定は SPring-8 BL26B2[37]で行い、装置制御には SPring-8 タンパク質ビームラ
インの標準制御プログラムである BSS[38]を用いた。結晶捕捉アレイデバイスを回折
計にそのまま取り付け、in situ 測定を行った(Figure 4-5)。結晶捕捉アレイを用い
た in situ 回折強度実験は常温で行うことから、結晶の放射線損傷による影響が大き
い。従って、本研究では、化合物複合体結晶 1 個あたりの測定範囲を 20°に設定し、
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複数の結晶から得た回折データをマージすることで構造解析を行った。各結晶の露光
点の決定は BSS から行った。露光時間は 0.5 秒、1 イメージ当たりの振動角は 0.5°
で測定を行った。結晶へのⅩ線照射による Doseの算出は、RADDOSE[39]を用いた。結
晶１個当たりの Dose は約 130 kGy であった。得られた回折データの処理及びデータ
マージは、自動処理プログラム KAMO を用いた。 Phaserを用いて分子置換法で位相決
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Figure 4-5 化合物スクリーニングに用いた化合物 
スクリーニングに使用した化合物は(a)melatonin、(b)aniline、(c)benzamidine、（ｄ）












   
 








捕捉率 = 捕捉された結晶 / ピット数 
リゾチームとソーマチンの捕捉率は、それぞれ 80 % (32結晶/40 ピット)および 90 % 
(36 結晶/40 ピット)であった。データマージに使用した結晶数とⅩ線回折強度測定
の結晶学的統計値(completeness、redundancy、CC1/2)の関係を Figure 4-6 に示す。
測定した結晶のうち、リゾチームでは 28 結晶、ソーマチンでは 32 結晶の指数付け
が自動回折イメージ処理プログラム KAMOによって自動で行われた。リゾチーム、ソ
ーマチンのいずれの場合についても、マージした結晶数が 3 個以下であってもデー
タの completeness が 90%以上であった。これは、少なくとも今回用いた結晶の対称
性(リゾチーム、ソーマチンのいずれも点群 422、多重度 8)の場合においては、
completeness は構造解析を行うために十分な値であるといえる。また、分解能につ




集が可能であると期待される。             




   
 





















   
 
















   
 






Figure 4-7 リゾチーム結晶(a)とソーマチン結晶(b)の結晶捕捉アレイ中での配向 









   
 




それぞれのデータ測定の結晶学的統計値を Table 4-1 に示した。化合物由来の電子























   
 







Aniline Serotonin 2-methyltryptamine 4-bromobenzamidine 5-chlorotryptamine 5-methoxytryptamine 6-methoxytryptamine benzamidine
PDB ID 7BS0 7BS2 7BRZ 7BRV 7BRW 7BRX 7BRY 7BS1
Data collection
Space group P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21
Cell dimensions
a, b, c (Å) 55.18, 59.31, 67.69 55.09, 58.52, 67.58 54.92, 58.59, 67.64 54.98, 58.77, 68.03 55.22, 58.92, 67.75 54.90, 58.60, 67.44 55.33, 57.21, 67.42 54.45, 57.88, 66.69
α, β, γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00
Resolution (Å) 44.61-1.85 (1.92-1.85) 44.24-1.80 (1.86-1.80) 33.82-1.30 (1.35-1.30) 40.15-1.55 (1.61-1.55) 44.46-1.6 (1.66-1.6) 34.44-1.35 (1.40-1.35) 39.77-1.65 (1.71-1.65) 34.09-1.50 (1.55-1.50)
Rmeas 0.296 (1.562) 0.207 (0.794) 0.147 (3.344) 0.185 (2.268) 0.289 (1.919) 0.154 (4.236) 0.152 (1.387) 0.128 (2.916)
<I/σ(I)> 4.52 (0.94) 7.21 (2.26) 15.47 (2.05) 10.13 (1.71) 4.91 (1.00) 21.42 (3.28) 9.42 (1.33) 15.74 (0.93)
CC1/2 0.968 (0.316) 0.979 (0.683) 0.999 (0.406) 0.998 (0.590) 0.967 (0.337) 0.999 (0.463) 0.994 (0.487) 0.995 (0.302)
Completeness(%) 94.55 (95.05) 92.61 (91.34) 99.67 (99.59) 99.10 (99.15) 96.01 (95.06) 99.02 (99.62) 95.60 (97.30) 92.00 (84.09)
Redundancy 3.6 (3.4) 3.7 (3.7) 9.3 (8.6) 10.3 (10.0) 5.4 (5.3) 12.8 (12.0) 6.6 (6.5) 15.7 (13.8)
Wilson B-factor 15.99 11.68 11.31 13.99 13.53 12.66 15.41 15.66
Refinment
No. unique reflections 18476 (1804) 19327 (1877) 54271 (5306) 32276 (3162) 28648 (2791) 48000 (4761) 25238 (2523) 31682 (2864)
Rwork / Rfree 0.1769 / 0.2107 0.1491 / 0.1936 0.1621 / 0.1837 0.1645 / 0.1759 0.1728 / 0.2143 0.1630 / 0.1815 0.1598 / 0.1961 0.1688 / 0.1898
No. atoms
Protein 1682 1674 1701 1711 1746 1759 1675 1654
Ligand 8 19 19 25 14 15 20 10
water 202 222 205 140 208 197 174 199
Averaged B-factors(Å2)
Protein 18.52 13.82 14.37 16.99 16.64 15.85 17.84 16.52
Ligand 24.45 25.23 20.57 32.83 18.34 25.31 28.31 16.29
Water 31.26 30.07 29.34 29.39 31.71 30.32 31.41 29.65
R.m.s. deviations from ideal
Bond lengths (Å2) 0.007 0.01 0.005 0.006 0.007 0.01 0.005 0.01
Bond angles (°) 0.79 0.77 0.78 0.82 0.8 1.3 0.79 0.84
Ramachandran plot
Favored (%) 98.64 97.74 98.64 98.19 97.74 97.74 98.19 98.19
Allowed (%) 1.36 2.26 1.36 1.81 2.26 2.26 1.81 1.81
Outlier (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ligand occupancy 0.64 0.86 0.9 0.69 0.81 0.67 0.84 0.93
Room temperature
Aniline Serotonin 2-methyltryptamine 4-bromobenzamidine 5-chlorotryptamine 5-methoxytryptamine 6-methoxytryptamine benzamidine
PDB ID 7BS7 7BS9 7BS6 7BS3 7BSA 7BS4 7BS5 7BS8
Data collection
Space group P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21
Cell dimensions
a, b, c (Å) 54.71, 58.57, 66.83 54.74, 58.53, 66.62 54.61, 58.56, 66.86 54.24, 56.90, 66.67 54.38, 58.57, 66.66 54.56, 58.67, 66.50 54.84, 56.90, 66.57 54.11, 57.07, 66.17
α, β, γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00
Resolution (Å) 33.42-1.04 (1.08-1.04) 39.98-1.05 (1.09-1.05) 33.43-1.04 (1.08-1.04) 42.28-1.28 (1.33-1.28) 39.85-1.12 (1.16-1.12) 26.84-1.04 (1.08-1.04) 39.49-1.17 (1.21-1.17) 33.77-1.37 (1.43-1.37)
Rmeas 0.063 (0.667) 0.053 (0.549) 0.039 (0.144) 0.127 (1.664) 0.092 (1.128) 0.032 (0.477) 0.081 (1.391) 0.040 (1.026)
<I/σ(I)> 24.90 (1.81) 28.55 (2.49) 48.71 (8.12) 12.06 (1.26) 21.24 (1.86) 43.93 (2.70) 21.31 (1.65) 42.91 (2.90)
CC1/2 0.999 (0.738) 0.999 (0.821) 0.999 (0.984) 0.999 (0.476) 1.000 (0.614) 1.000 (0.835) 1.000 (0.627) 1.000 (0.906)
Completeness(%) 88.20 (28.65) 87.46 (34.66) 87.55 (26.88) 99.91 (99.23) 92.70 (60.46) 88.00 (26.66) 99.25 (92.70) 98.99 (96.96)
Redundancy 12.1 (3.8) 12.5 (4.5) 12.1 (3.7) 7.6 (7.4) 21.24 (1.86) 11.9 (3.7) 13.8 (9.8) 14.4 (14.4)
Wilson B-factor 8.41 9.36 6.34 10.54 8.63 8.64 10.65 16.22
Refinment
No. unique reflections 90800 (2916) 87417 (3404) 90512 (2748) 102008 (10148) 76437 (4930) 90569 (2714) 70079 (6479) 42915 (4142)
Rwork / Rfree 0.1583 / 0.1690 0.1540 / 0.1703 0.1518 / 0.1619 0.1747 / 0.1907 0.1575 / 0.1752 0.1540 / 0.1718 0.1668 / 0.1807 0.1616 / 0.1781
No. atoms
Protein 1673 1669 1658 1681 1656 1703 1681 1696
Ligand 34 35 26 59 57 77 27 23
water 383 442 394 242 331 416 360 307
Averaged B-factors(Å2)
Protein 11.96 10.5 7.5 12.53 10.63 12.99 12.66 16.89
Ligand 9.82 14.96 10.45 23.14 14.7 10.32 15.68 22.08
Water 17.82 22.09 18.56 25.39 22.91 16.78 25.8 30.12
R.m.s. deviations from ideal
Bond lengths (Å2) 0.004 0.004 0.005 0.01 0.005 0.01 0.005 0.01
Bond angles (°) 0.84 0.83 0.88 0.88 0.85 0.86 0.82 0.85
Ramachandran plot
Favored (%) 98.64 98.64 97.74 98.19 98.64 98.19 97.74 98.64
Allowed (%) 1.36 1.36 2.26 1.81 1.36 1.81 2.26 1.36
Outlier (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ligand occupancy 0.61 0.78 0.88 0.7 0.86 0.7 0.85 0.86
Cryogenic-conditions
   
 






















extra site への benzamidineの結合は結晶のパッキング間で観測されたことから、
今回観測された extra siteでの benzamidineは結晶を凍結することで生じるアーテ
ィファクトであると考えられる。低温構造と常温構造との比較により、このような結
晶凍結によるアーティファクトを回避可能であることが示唆された。また、化合物結
合部位においても、5-chlorotryptamin 及び 5-methoxytryptamin において、凍結結
晶でのみ、alternate conformation が観測された(Figure 4-11)。これについても、
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第 3章では、DeepCenteringと imaproc の応用例として、ヒト血清アルブミンの
アポ結晶および、ヒト血清アルブミンと環状ペプチドの複合体結晶スクリーニング
を行った。溶媒含有率が 76％と非常に高いアポ結晶に対して、合計 128個の結晶か




と Dalbavancin 結合構造とを詳細に比較することにより、Dalbavancin の結合部位
や、induced-fit機構による Dalbavancin の結合様式を明らかにした。 
 
 第 4章では、ソーキング実験の簡便化、省力化および、常温構造解析の高速化
   
 




























   
 











のままゴニオメーターに取り付けて常温で in situ測定を行う plate scanへの応用
も期待される。具体的には、DeepCentering と結晶捕捉アレイによる結晶捕捉およ
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(a)                                     (b) 
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